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百合花药水通道蛋白 LoPIP2；6基因克隆、亚细胞定位与表达
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摘 要  为进一步探究水通道蛋白 PIP2 亚家族成员在花药发育及开裂过程中发挥的作用，以百合花药为试验材

料，利用同源克隆法获得 LoPIP2；6 基因，采用 DNAMAN、MEGA 软件对蛋白结构和系统进化树进行分析，利用烟

草瞬时表达检测亚细胞定位，通过实时荧光定量 PCR 检测基因表达。结果表明：LoPIP2；6 基因开放阅读框有

849 bp，编码 282 个氨基酸，为疏水性蛋白，含有 6 个典型的跨膜螺旋结构域及 2 个 NPA 基序，与小兰屿蝴蝶兰

（Phalaenopsis equestris）、铁皮石斛（Dendrobium catenatum）的亲缘关系最近；LoPIP2；6 蛋白亚细胞定位于质膜和

内质网上；LoPIP2；6 基因在花药发育处于四分体时期表达量最高，其次为独立小孢子时期。综上，推测 LoPIP2；6

可能在花药发育前期细胞增长、花药发育后期药室隔膜与裂口细胞的水分转移过程中发挥作用，研究结果为进一

步探究水通道蛋白调控百合花药发育及开裂提供了理论参考。
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Abstract In order to further explore the role of members of the PIP2 subfamily of aquaporins in anther 

development and dehiscence， lily anthers were taken as experimental materials.  The LoPIP2；6 gene was 

obtained from lily anthers using homologous cloning method.  Protein structure and evolutionary tree 

analysis were conducted using DNAMAN and MEGA software.  Subcellular localization was detected using 

tobacco transient expression， and gene expression was detected using real-time fluorescence quantitative 

PCR.  The results were as follows： The open reading frame of LoPIP2；6 gene contained 849 bp encoding 

282 amino acids.  The LoPIP2；6 was a hydrophobic protein that contained 6 typical transmembrane helical 

domains and 2 NPA motifs.  LoPIP2；6 protein had closer relationship with Phalaenopsis equestris and 

Dendrobium catenatum， and the protein was localized to the plasma membrane and endoplasmic 

reticulum.  The LoPIP2；6 gene displayed the highest expression level at the tetrad stage， followed by the 

independent microspore stage.  It was speculated that LoPIP2；6 might play a role in the cell growth during 
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the early stage of anther development， as well as in the water transfer of anther connective tissue and crack 

zone cells during the late stage.  In conclusion， this study provides a theoretical reference for further 

exploring the regulation of lily anther development and dehiscence by aquaporins.

Keywords lily； anther； LoPIP2；6； gene expression

花是被子植物的生殖器官，一朵完整的花通常

包括花萼、花瓣、雄蕊和雌蕊 4 部分［1］。雄蕊由花药

和花丝组成，花药位于花丝顶端，是花粉产生、发育

以及成熟的场所［1］。多数被子植物的花药包含 4 个

花粉囊（少数植物 2 个），左右对称，花粉囊壁有表皮

层、内壁层（纤维层）、中层和绒毡层，其中内部称为

药室［1］。花粉成熟后，开裂散粉是花药发育的最后

阶段，时间短暂但过程复杂。花药发育后期，药室

内壁次生壁增厚，相邻 2 个花粉囊之间药室隔膜发

生降解，同侧花粉囊连通成为一个药室，花粉囊之

间的裂口组织开裂形成裂缝区，药室向外弯曲，花

药由此开裂，花粉散出［1-2］。

花药不同组织脱水是导致花药开裂的原因之

一，正确的脱水时间对花粉发育和花药开裂十分重

要。水通道蛋白 AQP（Aquaporins）是一种位于细

胞膜上的内在蛋白质，能够根据细胞膜内外渗透压

调节水分运移，调控花药脱水，影响花药开裂［3］。植

物水通道蛋白 AQP 家族根据氨基酸序列和膜定位

情况分为 5 个亚家族，分别为质膜内在蛋白（Plasma 
membrane intrinsic proteins，PIPs）、X 内在蛋白（X 
intrinsic proteins，XIPs）、类 Nod26 膜 内 在 蛋 白

（Nodulin 26-like intrinsic proteins，NIPs）、液泡膜内

在 蛋 白（Tonoplast membrane intrinsic proteins，
TIPs）以及小分子碱性膜内在蛋白（Small and basic 
intrinsic proteins，SIPs）［4］。其中 PIPs 和 TIPs 主要

为水通道蛋白，PIPs 负责细胞水分的吸收与排出，

TIPs 负责调节液泡膨压，NIPs 主要介导矿物质离

子以及甘油等小分子的进出，SIPs 则是植物水通道

蛋白中的最小家族成员，能够运输水分及其他小分

子［5-6］。目前已经从水稻［7］、玉米［8］、小麦［3］、油菜［9］

等多种植物中克隆得到水通道蛋白，并进行了功能

预测和验证。

PIPs 是水通道蛋白中最大的亚家族蛋白，以四

聚体的形式存在细胞膜上，控制水分进出，维持细

胞水分平衡，参与植物的多项生理活动，如根系水

分运输、细胞水分运输、干种子吸水吸胀以及非生

物胁迫响应等［10-14］。研究表明，在高等植物中，PIPs
亚家族均含有高度保守的结构域，分别为位于 E 环

的 TGI/TNPARSL/FGAAI/VI/VFWF/YN 和 位

于 C 环的 GGGANXXXXGY，根据 C-端和 N-端的

不同，将 PIPs 亚家族成员又分为 PIP1 和 PIP2 这 2
个亚类［15］。PIP1 亚类蛋白通常包括较长的 N 端和

较短的 C 端，而 PIP2 亚类蛋白具有较短的 N 端和较

长的 C 端，能够在胞质外环延伸多个氨基酸［15］。烟

草花药中的研究发现 NtPIP1、NtPIP2 表达时期虽

然有重叠，但表达模式存在差异［16-17］。NtPIP1 和

NtPIP2 在花药发育前期均能检测到表达，但在环形

细胞簇中只有 NtPIP1 表达；而在花药发育后期，

NtPIP1 表达下降，NtPIP2 则表达强烈，NtPIP2 基因

RNAi 植 株 花 药 组 织 表 现 脱 水 减 缓 ，花 药 开 裂

延迟［16-17］。

百合（Lilium spp. ）是百合科百合属球根花卉，

是全球非常受欢迎的鲜切花之一。然而，目前市场

流通的单瓣百合品种，如：‘西伯利亚’‘索邦’等，由

于花药较大，散出的花粉较多，会造成花瓣和周围

环境不同程度的污染，给日常使用带来不便。本研

究拟从‘西伯利亚’百合花药中克隆得到水通道蛋

白基因 LoPIP2；6，对其编码的蛋白进行生物信息学

分析、亚细胞定位分析、基因表达分析以及蛋白功

能初步预测，旨在为今后通过基因工程手段调控百

合花药发育和开裂提供参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

试验材料为东方百合‘西伯利亚’（Siberia）。百

合开始现蕾时依次取样，将花药从花蕾中取出，液

氮速冻并放置于− 80 ℃超低温冰箱保存备用。其

中花蕾长度间隔（1±0. 2） cm，直至花朵开放。同

时将同时期花药进行石蜡包埋，以备后续切片试验

使用；取百合根、茎、叶和鳞茎进行液氮速冻并保存

于−80 ℃超低温冰箱，以备后续试验使用。

试验中用到的相关酶类购自 TaKaRa 公司，感

受态 DH5α 细胞购自全式金生物公司，RNA 提取试

剂盒购自 Tiangen 公司，其他试剂为实验室常规试

剂药品。引物由北京新时代众合科技公司合成，测

序由北京擎科生物公司完成。
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1. 2　试验方法

1. 2. 1　石蜡切片制作及观察

参考 Sanders 等［2］方法对花药进行固定、脱水、

浸蜡和包埋，使用上海徕卡石蜡切片机进行花药组

织切片（8 µm），采用番红-固绿染色法进行染色，封

片后的切片于光学显微镜（Nikon Eclipse E100）下
进行观察并拍照保存。

1. 2. 2　RNA 提取及 LoPIP2；6 基因克隆

以百合花药为试验材料，按照 RNA 提取试剂

盒 说 明 书 进 行 总 RNA 提 取 ，使 用  Reverse 
Transcriptase M-MLV 将 RNA 进行反转录，获得

cDNA。从测定的转录组数据中筛选出 LoPIP2；6

基 因 序 列 ，设 计 2 条 特 异 引 物 LoPIP2；6F1：
ATGTCTAAGGAGGTGAACACACCGCCG，

LoPIP2；6R1：TCAATTATGAGGGTTGCTCCG⁃
GAACGAG。 以 cDNA 为 模 板 ，以 LoPIP2；6F1、
LoPIP2；6R1 为引物，使用高保真酶（PrimeSTAR® 
HS DNA Polymerase）进行 PCR 扩增（95 ℃预变性

5 min；95 ℃ 变 性 30 s，58 ℃ 退 火 30 s，72 ℃ 延 伸

1 min，35 个循环；72 ℃终延伸 10 min）。扩增产物

用凝胶电泳检测，目的条带切胶回收并连接至载体

pMD18-T，随后转化到 DH5α 感受态细胞，Amp 抗

性固体培养基过夜培养；挑取单克隆进行 PCR 检

测，并将阳性克隆送至公司测序。

1. 2. 3　LoPIP2；6 蛋白结构及系统进化树分析

利用在线网站http：//web. expasy. org/protparam
预测LoPIP2；6蛋白分子式、分子量和等电点等；利用在

线网站 http：//smart. embl-heidelberg. de/与 https：//
npsa-prabi. ibcp. fr/cgi-bin/npsa_automat. pl？ page
=/NPSA/npsa_sopma. html进行LoPIP2；6蛋白二级

结构预测。利用 DNAMAN进行蛋白同源比对，使用

MEGA5. 0进行LoPIP2；6蛋白系统进化树构建和分析。

1. 2. 4　LoPIP2；6 亚细胞定位及基因表达分析

利用 Golden gate 无缝克隆方法将 LoPIP2；6 融

合 到 pBWA（V）HS-osgfp 载 体 ，所 用 引 物 为 Lo⁃
PIP2；6F2：ACGGCATGGACGAGCTCTACAT⁃
GTCTAAGGAGGTGAACACACCGC， LoPIP2；
6R2： TGAAGACAGAGCTAGTTACATCAAT⁃
TATGAGGGTTGCTCCGGAACG，将 构 建 好 的

载体质粒通过电转化法转入农杆菌（GV3101）。培

养并收集含有载体质粒的农杆菌液，用 0. 01 mol/L 
MgCl2 重悬后用 1 mL 注射器将其注射于烟草叶片

下 表 皮 ，弱 光 培 养 2 d；置 于 激 光 共 聚 焦 显 微 镜

（Nikon C2-ER）下观察拍照，共定位时将含有内质

网 Marker质粒的农杆菌一起悬浮操作。

从百合根、茎、叶、鳞茎和花药中提取 RNA 并

进行反转录，利用实时荧光定量 PCR 仪进行 Lo⁃
PIP2；6 基因表达检测，内参为 18S RNA（18SF：

AGTTGGTGGAGCGATTTGTCG，18SR：CCT⁃
GTTATTGCCTCAAACTTCC），特异引物为 Lo⁃
PIP2；6F3：GCGGAGATTATCGGCACTT，Lo⁃
PIP2；6R3：CCAGATGCACCACAAACACT。3 个

生物学重复，采用 2−ΔΔCt法对试验数据进行分析。

2　结果与分析

2. 1　百合花药结构组织观察

为了进一步观察百合花药发育过程，从 1~8 cm
（间隔 1 cm）百合花蕾中取出花药进行组织切片观

察（横切）。1~2 cm 花蕾中的花药已经分化出比较

明显的表皮、内壁层、中层与绒毡层，但药室内细胞

仍处于花粉母细胞状态（图 1（a）和（b））；4 cm 花蕾

中的花药处于减数分裂状态，药室内出现了二分体

和四分体（图 1（c））；5~6 cm 花蕾中的花药二分体

和四分体已经发育为独立小孢子，此时 2 个花粉囊

之间的隔膜组织细胞排列紧密（图 1（d）和（e））；

8 cm 花蕾中的花药药室内，小孢子逐渐发育成为饱

满的花粉粒，此时花粉囊之间的隔膜消失，2 个药室

相 互 连 通 ，裂 口 区 开 裂 ，为 后 续 散 粉 做 好 准 备

（图 1（f））。
2. 2　百合 LoPIP2；6基因克隆

以百合花药为试验材料提取总 RNA，并反转为

cDNA 第 1 链。根据转录组数据中筛选出的百合

LoPIP2；6 基因核苷酸序列，设计上、下游扩增引物，

以 反 转 录 的 cDNA 为 模 板 ，进 行 LoPIP2；6 基 因

ORF（开放阅读框）全长扩增。最终获得校正之后

的 ORF 全长共 849 bp，编码 282 个氨基酸（图 2）。
2. 3　百合 LoPIP2；6蛋白性质及结构域分析

通过在线软件分析发现 LoPIP2；6 的分子式为

C1393H2140N364O368S8，分子量为 33. 84 ku，理论等电点

（pI）为 9. 02（>7），总亲水性平均系数（GRAVY）为

0. 417，总负电荷残基（天冬氨酸、谷氨酸）为 15，正
电荷残基（赖氨酸、精氨酸）为 20，推测 LoPIP2；6 属

于 碱 性 、疏 水 性 蛋 白 ；LoPIP2；6 蛋 白 中 含 有

34. 04% 的 α 螺旋、2. 84% 的 β-转角、19. 50% 的延
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图 2　百合 LoPIP2；6基因核苷酸与氨基酸序列

Fig. 2　The nucleotide sequence of LoPIP2；6 and its amino acid sequence

MMC：小孢子母细胞；Ep：表皮；En：内壁；ML：中层；T：绒毡层；Sm：隔膜；Da：二分体；StR：裂口区；MSp：小孢子；St：裂口；PG：花粉粒。

MMC，microspore mother cells；Ep，epidermis；En，endothecium；ML，middle layer；T，tapetum；Sm，septum；Da，dyad；StR，stomium region；
MSp，microspores；St，stomium；PG，pollen grains.

图 1　不同长度百合花蕾的花药横切图

Fig. 1　Anther cross sections from lily buds of different lengths
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伸链和 43. 62% 的无规则卷曲。对 LoPIP2；6 蛋白

进行结构域分析发现，LoPIP2；6 蛋白在 30~261 位

是保守的 MIP 结构域（图 3（a）），与其他物种的 PIP2

蛋 白 一 样 存 在 6 个 典 型 的 跨 膜 螺 旋 结 构 域

（TM1~TM6）、2 个半螺旋结构（HB、HE）以及 2 个

位于半螺旋结构上的 NPA 基序（图 3（b））。

2. 4　百合 LoPIP2；6蛋白系统进化树分析

将百合 LoPIP2；6 氨基酸序列在 NCBI 网站进

行 Blast 分析，结果发现百合 LoPIP2；6 与小兰屿蝴

蝶兰 PIP2；6 氨基酸相似度最高，达到 88. 30%。将

百合 LoPIP2；6 与均为单子叶植物的小兰屿蝴蝶

兰、铁皮石斛、椰子（Cocos nucifera）、油棕（Elaeis 

guineensis）、康藏嵩草（Carex littledalei）、小果野蕉

（Musa acuminata）等进行系统进化分析，发现百合

LoPIP2；6 与小兰屿蝴蝶兰和铁皮石斛的亲缘关系

较近（图 4）。
2. 5　百合 LoPIP2；6蛋白亚细胞定位分析

将构建好的载体质粒农杆菌注射到烟草叶片

中，弱光培养 2 d 后，置于激光共聚焦显微镜下观

察。结果显示，空载对照 pBWA（V）HS-osgfp 的

绿色荧光分布在细胞核、细胞质和细胞膜中（图 5
（a））；而含有 pBWA（V）HS-osgfp-pip2；6 重组载

LoPIP2：百合；PePIP2：小兰屿蝴蝶兰（XP_020581951. 1）；DaPIP2：参薯（KAH7663251. 1）；OsPIP2：水稻（NP_001389274. 1）；DcPIP2：铁
皮石斛（XP_020702890. 1）；CnPIP2：椰子（KAG1354163. 1）；EgPIP2：油棕（XP_010920097. 1）；TM：跨膜螺旋；HB：半螺旋 B；HE： 半螺旋 E；红

框：NPA 基序。

LoPIP2，Lilium spp. ；PePIP2，Phalaenopsis equestris（XP_020581951. 1）；DaPIP2，Dioscorea alata（KAH7663251. 1）；OsPIP2，Oryza sativa
（NP_001389274. 1）；DcPIP2，Dendrobium catenatum（XP_020702890. 1）；CnPIP2，Cocos nucifera（KAG1354163. 1）；EgPIP2，Elaeis guineensis
（XP_010920097. 1）；TM，transmembrane helices；HB，half helices B；HE，half helices E；Red box，NPA domains.

图 3　百合 LoPIP2；6生物信息学分析

Fig. 3　Bioinformatics analysis for LoPIP2；6 of lily
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体的烟草叶片细胞内，绿色荧光不仅在质膜上有

分布，在细胞内还有明显的颗粒状聚集，由此推测

LoPIP2；6 蛋白在内质网也有分布（图 5（b））。将

其与内质网定位信号的荧光蛋白（pBWA（V）HS-
ER-Mkate）进行共定位，进一步确认了推测结果

（图 5（b））。

2. 6　百合 LoPIP2；6基因的表达分析

利用实时荧光定量 PCR 法，对百合的根、茎、

叶、鳞茎以及花药进行了 LoPIP2；6 表达检测（图 6
（a））。LoPIP2；6 基因在百合花药（4 cm 花蕾）中的

相对表达量最高，在叶片中的相对表达量最低。为

进一步探索 LoPIP2；6 基因在花药不同发育阶段中

的表达情况，分别取 2、4、6、8 和 10 cm 花蕾中的花

药进行检测（图 6（b）），LoPIP2；6 基因表达呈现先

上升后下降的趋势，在 4 cm 花蕾的花药中表达量最

高；随着花药的进一步发育，LoPIP2；6 基因的相对

表达量逐渐降低。结合切片观察结果（图 1）推测

LoPIP2；6 可能在百合花药小孢子细胞增大，以及花

药开裂前隔膜细胞、裂口细胞的水分转移过程中发

挥作用。

3　讨论与结论

Bots 等［16-17］研究发现，烟草 NtPIP2 基因 RNAi
植株表现花药开裂延迟；Tong 等［18］在百合中沉默

PIP2亚家族基因，能阻碍花药脱水干燥，减缓花药开

裂。鉴于此，本研究对百合花药不同发育时期转录

组数据进行了筛选，获得百合 PIP2；6 基因 ORF 序

列，通过 PCR技术进行克隆，将其命名为 LoPIP2；6。

图 4　百合 LoPIP2；6与其他物种蛋白系统进化树分析

Fig. 4　Phylogenetic analysis of PIP2；6 from lily and other species

图 5　百合 LoPIP2；6在烟草叶片中的亚细胞定位

Fig. 5　Subcellular localization of LoPIP2；6 in tobacco leaf cells
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本研究发现 LoPIP2；6 蛋白结构与橡胶树［19］、

香蕉［20］等植物中的 PIP2 亚家族蛋白结构相似，均含

有 AQP 家族蛋白保守的 MIP 结构域、典型的 6 个跨

膜结构域、2 个半螺旋结构以及 2 个 NPA 基序，属于

碱性、疏水性蛋白。邹智等［19］在橡胶树、侯晓婉

等［20］在香蕉中的研究发现 HbPIP2；3、MaPIP2；2 亚

细胞定位在细胞膜上。而本研究发现 LoPIP2；6 不

仅在细胞膜上有分布，在细胞内也有明显的颗粒状

聚集。为此进行了内质网 Marker 共定位，进一步确

认 LoPIP2；6 同 时 也 定 位 在 内 质 网 上 ，与 水 稻

OsPIP2；6 的亚细胞定位结果一致［21］。在西番莲

（Passiflora edulia sims）的研究中发现，高温、高盐、

低温和干旱胁迫均能诱导 PePIP2 基因的表达，

PePIP2 基因在根中的表达量较高［13］。而在本研究

中百合 LoPIP2；6 在花药中呈现较高的表达量，在

叶片中的表达量比较低，说明在该时期 LoPIP2；6
主要在花药发育过程中发挥作用，该基因是否也能

够响应非生物胁迫，在百合抗逆方面发挥功能，仍

需要进一步研究。

烟草花药发育第 2 阶段，在大多数类型的细胞

中都能检测到 NtPIP2 基因表达，NtPIP2 参与了花

药发育前期细胞生长过程中的水分调控［16-17］。本研

究发现，LoPIP2；6 基因在 4 cm 花蕾的花药中相对

表达量最高，而在此时期花药发育处于二分体、四

分体时期，生长处于旺盛阶段，推测百合 LoPIP2；6
基因与烟草 NtPIP2 基因功能类似，在花药发育前期

细胞增大、药室隔膜生长过程中发挥水分调节作

用 。 Tong 等［18］研 究 发 现 百 合 PIP2 亚 家 族 成 员

LoPIP2 在花药发育的各个阶段均能检测到表达，但

在花药开裂后表达下调。本研究中 LoPIP2；6 基因

的表达趋势与 Tong 等［18］研究基本一致，花药裂口

区开裂前表达量较高，随后逐渐下降，推测 LoPIP2；6
在花药开裂前参与了脱水过程。根据以上结果推

测如果在百合中将 LoPIP2；6 基因沉默，可能会导

致花药发育异常，延迟花药开裂。本研究为进一步

研究百合水通道蛋白 LoPIP2；6 的功能提供了一定

的理论基础，也为通过基因工程手段改良百合花粉

污染问题提供了参考基因。
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